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はじめに
本科学研究費の補助を受けて､我々は､蛋白質フォールディング酵素の生物
活性について研究した.特に:リン酸化された蛋白質に特異的に作用するプロ
リルイソメラーゼpinlの生物学的な機能について､ Pinl遺伝子欠損マウスとそ
の細胞を用いて検討し､ Pinlが､癌や神経変性疾患の発症に関与していること
を明らかにすることに成功した｡今後は､これまでの研究成果を発展させて､
他の生物学的な活性について明らかにして､得られた成果の実用的な応用に関
しての検討を進めていく計画である｡
本研究による成果は､ Pinlの生物学的な作用を明らかにしたことである｡ま
た､偶然であるが､世界で始めて､遺伝子を欠損させることで神経変性疾患の
モデルになりうるマウスを作成することに成功した｡これらの研究は､参考文
献として後述してあるように､Natunに3報､NdureCeuBiologyに1報､ProNatl
AcadSci,USAに1報､ ChemandBiolにl報などを始めとする多くの一流雑誌
に掲載された｡研究成果の多くは､国際的な共同研究によって生まれたもので
あるが､その核は本研究補助金によってつくれた｡国内外の共同研究者たち､
私の研究を支えてくれた私の研究グループのメンバーに大変感謝している｡
I. Pinlの生物学的な機能の概略
細胞が刺激を受けると､細胞内にシグナルが伝達されるが､その伝達には
多様なカイネースが関わっている｡カイネ-スのうち､例えば､ MAPK, JUNK, p38
またはCDKsなどのカイネースは､細胞内の蛋白質のSerまたはThrをリン酸
化(p)する｡特に､ Ser-ProまたはThr-Proの配列がpS/T-Pになると､この
部位を含む周辺の特定の配列を特異的に認識して､ Pinlが結合する｡次に､ Pinl
が､プロリルイソメラーゼ活性によって､ S/T-Pのペプチド結合を回転させる
ことで､リン酸化された蛋白質の構造は変化し､直接的､または間接的に機能
も変化する｡
DNAが障害を受けると､それを修復するために､細胞の増殖を停止させ､ま
た損傷をうけたDNAをもつ細胞にアポトーシスを誘導させて抹殺するなどの防
衛反応がおこる｡ Pinlがないとこれらの細胞を守る機構が順調に働かなくなり､
癌を発症する可能性が高くなる｡しかし､ Pinlの発現量が多すぎると細胞の増
殖が急速に進み､逆に癌細胞の増殖を早める｡癌の他に､補助因子であるPinl
の有無で発症のしやすさが異なる疾患としては､加齢に伴って発症する疾患が
考えられる｡加齢に伴い増大する疾患の代表としては､アルツハイマー病など
の神経変性疾患がある｡神経変性疾患は蛋白質の耐用年数を超えて長生きする
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ことによって起こるようになった病気とも考えられる｡ Pinlが疾患の原因蛋白
質の発現量を調節していることを考えると､癌と同じように､ Pinlの発現が全
くないと､病因となる変性蛋白質の集積が起こるし､過剰に発現すると別な機
構が働き､発症しやすくなる可能性あると予想している｡
pinlが全く発現していなくても､また､過剰に発現しても､癌や神経変性疾患
の発症しやすくし､また悪性化を促進すると患われる｡
2. Pinlの構造と機能
pinlは､アスペルジルスニドランスのネバーインマイト-シスA(NIMA)をベ
イトにした酵母ツーハイブリッドスクリーニングによってヒトcDNA発現ライ
ブラリーからクローニングされた分子である(1). NIMAは､細胞周期G2/班
の進行に関わるカイネースであり､サイクリンB/CDC2複合体によるG2/Mの進
行促進経路以外の経路をつかさどる酵素である｡脊椎動物にもNIPA経路が存
在するという報告が1995年にでてから､我々を含めて多くの研究者がそれを
発見しようと試みたが､今ではNImのホモログは脊椎動物では発見されてい
ないし､その存在はあまり信じられていない｡しかし､ NIMA研究の副産物とし
て発見されたPinlの重要性は以前よりも増加している｡
pinlはアミノ末端側にあるWW (Trp-Trp)ドメインと､カルポキシル末端側
にあるペプチジルプロリルシストランスイソメラーゼ(ppIase)ドメインの2
っのドメイン構造を短い柔軟性のあるアミノ酸配列(ループ)を介して結びつ
いた構造をとっている｡このような2重ドメイン構造をと.っているPPIaseは､
発芽酵母ではEssl､分裂酵母ではPinl､ショウジョウバエではDodo,晴乳類
ではPinlと呼ばれており､すべての真核細胞で保存されている｡どちらのド
メインもPinlの蛋白質制御活性に関与している可能性がある｡ VⅥ〃ドメイン
は､ 2つの保存されたTrpを含んだ構造をとっている約40アミノ酸からなる小
さな蛋白質ドメインである｡このWWドメインは蛋白質一蛋白質間の相互作用
に関わる｡ Pinlが属するのは､タイプ4のWWドメインであり､ pSer-Proま
たはpThトPro部位と相互作用する｡ pSer汀hトProを含むペプチド構造からな
る蛋白質に､ PinlはⅥ〃〉ドメインで結合する｡リン酸化ペプチドには､次に
ループで連結しているPPIaseドメインの活性中心が作用して､そのタンパク質
がその後の変化を受けやすくなるように構造を変化させる｡ PPlaseは､蛋白
質分子中のアミノ酸X-Proペプチドを認識して､この部分のペプチド結合を
シスからトランスに回転させて､ペプチド結合を平衡化させる酵素である｡
pplaseには､ FK506結合蛋白質(FKBP)､シクロフイリンおよびパルプリ
ンの3種類のサブファミリーがある｡ FKBPとシクロフイリンは､ともに何種
類もの類似の蛋白質からなる大きなファミリーを形成している｡これらの
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′PPlaseの作用は多方面にわたっているが､これらの分子に重複分子が多いこ
とから､生体での機能については､未だに不明な点が多い｡ Pinlは比較的新し
く発見されたファミリーであり､ゲノムデータベースを探索しても､晴乳類に
はPinlの他には我々が発見したpar14だけしかない｡しかも､ Par14はWW
ドメインを持っておらず､構造上からは､ Pinlの重複分子ではないと推察され
た(2)｡また､ Pinlの最大の特徴は､ X-ProのXがリン酸化されたSerまたはThr
である構造を特異的に藩織するが､ Par14のリン酸化ペプチドに対する結合は
弱いこともその理由である｡酵母で､ ESSl/Pinlを欠損させると､ ESSlの機
能をサイクロフイリンが補ったので､多様なPPlaseは､.たとえそれぞれの属
するサブファミリーが異なっていても､いざとなればお互いに補い合っ七働く
可能性もあり､Par14がPinlの機能を補っていないということは言い切れない｡
3) Pl'nl欠損マウスの解析
我々はPl'nl遺伝子欠損マウスを作製したが､このPl'nl-/-マウスは､それま
でのPinl研究に風穴を開け､ Pinlの生物学的な機能を明らかにするのに役立
ってきた(3)｡第-に､ Pinlは発見当初､生存に必須であると報告されていた
が(1)､我々の作製したPinl-/-マウスが生存することで､この報告が間違い
であることが明確になった｡ Pl'nl-/-マウスの胎児線維芽細胞(MEF)ではPar14
の発現量が増加していたので､ Par14が機能的な意味でのPinlの重複分子であ
る可能性は否定できない(3)｡第二に､このPinl-/-MEFを用いた一連の研究に
よって､ Pinlが生存には必須でないことだけでなく､それまでG2/Mに特異的
に関わると報告されていたPinlが､ GO期からの脱出や､ Gl/Sの進行にもかか
わることが明らかにされた(4).第三に､ Pinl-/-マウスの表現型を解析した
結果､ 1)個体が小さい､ 2)網膜が薄くなる異常が生じる､ 3)妊娠したメ
スマウスの乳腺の形成が貧弱になるなど､ CyclinDl遺伝子を欠損させたマウス
と同様の表現型を示すことを発見し､ Pinlがの発現レベルを増加することを見
出した(5)0 Pinlは口腔癌患者の予後を推測する危険因子ではなかったが､そ
の発現が口腔癌では正常組織に比べて高レベルであることを示した(6)｡第四
に､精子形成の欠陥が見られた｡特に､ 129SVマウスをB6マウスとバックク
ロス交配して作成したB6遺伝子バックグラウンドのPinl-/-マウスでは精子だ
けでなくて卵子形成にも欠陥が起こり､雌雄ともに完全な不妊になる表現型も
発見された(5,7)｡第五に､ Pinl-/-マウスMEFに遺伝子損傷を与えても､細胞増
殖(細胞周期)が停止したり､細胞死が起こったりしないことから､ Pinlがp53
の機能を調節していることを発見した(8,9)｡第六に､ Pinl-/-マウスの脳に変
性した過剰リン酸化tauが多く存在して､神経原線維変化を起こすことを発見
して､ Pinlが神経原線維変化を防止する可能性があることを示した(10)｡我々
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′は､現在もPinlの機能を検討しており､ Pinlが影響を与える新しい分子を発
見しており､今後もさらに関連分子が発見される可能性は大きい｡
4)癌とPinlの関わり
Pinl欠損マウスでは､マウスの小型化､老化に伴う網膜の薄化､および出産
後の乳腺形成不全などが観察された｡これらの表現型はCyclinDl欠損マウス
でみられる変化であり､ PinlによるCyclinDlの発現上昇や､ cyclinDlの安定
化によるものと予測された｡そこで､網膜の切片と乳腺の切片について､組織
病理学的な解析を行い､ CyclinDlとPinlの発現を比較した｡両者の発現場所
は重なっていたので､ PinlがCyclinDlの発現を上昇させているのか､または
CyclinDl蛋白質を安定化させているのだと推察した｡ヒトでも口腔癌での両者
の発現を検討して､マウスと同様に､ Pinlが高発現している細胞はCyclinDl
を高発現しており､両者の発現には関連があることが確落された(6)｡同様の
ことは乳癌でも観察された｡
PinlがCyclinDlの発現を上昇させるということは､ Pinlが細胞の増殖を速
めることを示唆していたが､逆に､細胞の遺伝子が傷つくと､細胞が増殖を停
止したり､アポトーシスをおこすのにもPinlが関係していることを発見した｡
我々は､ Pl'nl-rMEFを低血清濃度の培地で培養した後に､通常濃度の血清を含
む培地に移すと､細胞が順調に増殖しなくなることに気がついたので(4)､
次に､細胞にストレスを与えた後で細胞の増殖がどう変化するかを検討してみ
た｡紫外線照射や抗癌剤投与などによって､細胞のDNAに障害を与えると､野
生型MEFは増殖を停止するか､アポトーシスを起こす｡しかし､ Pl'nl-/WEFは
増殖の停止やアポトーシスの誘導も野生型のようにタイミングよく迅速におこ
さなかった｡これらの事実から､ pinlがチェックポイントに関わっているので
はないかと推測した｡
そこでPinlがp53の活性に影響を与えているかどうか調べてみることにし
た｡ p53には､ Pinlが結合しうるpSer/Thr-Proが6箇所もあった｡検討の結
果､ ser33, Thr81, Ser315がリン酸化されると､そこにPinlが結合すること
がわかった｡この結合にはPinlのWWドメイン部分が関与する｡ Pinlがp53に
結合すると､さらにそのPPIase活性がp53に作用して､ p53の構造を変化させ
てMDM2と結合しにくい構造にする.その結果､ p53はユビキチン化による分解
を受けにくくなるために､結果として発現量は増加する｡しかも､活性型構造
に変化したp53の転写活性も克進する｡この結果､ p53に発現を制御されてい
るアポトーシスを促進する分子``killerDR5やBAX''､また細胞周期に関係する
分子"p21"などの発現が克進する｡以上､ pinlの作用は図1にまとめたとお
りである(8,9)｡このPinlによるp53の制御は､ Pinlがある通常の状態では
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′発癌が抑えられるが､ Pinlがないと癌になりやすくなることを示唆している｡
通常のマウスに比較して､ Pinl-/-マウスでは発病率が上昇している事実はま
だ観察されていないが､今後､放射線や紫外線を照射するなどしてマウスでの
発病率について検討する必要があると考える｡
以上のようにPinlが過剰発現すると細胞周期の回転は速くなり､一方でPinl
が発現しないとチェックポイントがタイミングよく機能しないことから､ Piれl
の発現量は適量であることが癌を防ぐ上で重要だと考える｡ Pinlのような補助
因子はそれ自体では病気の発症には直接関与しないが､全くないとPinlの作
用するp53などの分子の機能が十分に発挿されず疾患の原因になる恐れがある｡
こ方で､他の分子の機能を増強させるので､ Pinlが過剰に発現すると､すでに
癌になって過剰に発現しているCyclinDlなどの分子をさらに過剰発現させた
り､または蛋白質自体を活性化させてしまって癌を悪化させたりする可能性が
ある｡
さらに我々はMycの発現量にPinlが関係していることも見出した｡私は､1999
年にすでにPinlがp53やMyc (特にMyc BOX)に作用することを予測していた
(ll)｡海外のグループとの共同研究によって､これらの予測のうちp53に関し
ては2002年に証明して発表したが(8, 9)､最近､ついにMycに関しても証
明することができた(12)｡ Mycは､ ERXによってSer62がリン酸化され､次に
GSK-3βによってThr58がリン酸化される｡この2箇所がリン酸化されたMycに
Pinlが結合してMycの構造を変化させる｡これより､ Ser62がpP2Aによって
脱リン酸化されやすい構造に変化する｡ Ser62が脱リン酸化されて､ Thr58だ
けがリン酸化された構造のMycはユビキチン化されやすい構造となり､ Mycは
分解されていく｡このように､我々は､ Pinlが機能しないと､ Mycが蓄積され
て､細胞が不死化することを発見した｡ついでだが､ SV40のsmall T抗原
はPP2Aに結合して活性を阻害することで､Mycの脱リン酸化を阻止して､Myc
を安定化させて､細胞を不死化すると説明できる｡ Pimlはこのように正常細胞
が癌化する際の重要な役割をMycを通してしている可能性がある｡
Pinlの機能は抑制と活性化が入り混じっていて､多様であり単純ではない
(13)｡したがって､ Pinlと癌との関連に関しては､さらなる研究が必要であ
ると考える｡
5)中枢での機能
Tauは､微小管の重合を促進し､重合した微小管を束ねる機能を持つ｡神経
細胞は突起を伸げして連絡しあっているので､脳内には多くの微小管が存在し
ており､したがって､ Tauの発現量も多い｡ TauはM期に高度にリン酸化され
る蛋白質であり､ MPM-2抗原の一つであるo MPM-2抗原の蓄積はアルツハイ
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′マ-病など神経変性疾患で初期に見られる共通の所見である｡実際､ pinlJ_マ
ウスの神経細胞では野生型に比べて約3倍多くMPM-2抗原が発現していた｡
しかも､Tau中には､ 17箇所Serrrhr-Floが存在している｡Pinlは､TauのThr231_Pro
部位に特異的に結合して､その緬進を変化させる｡これによって､失括したTau
の微小管重合機能を回復させること､およびその回復の原因が､ nnlによって､
リン酸化Tauがホスフアタ-ゼ(pnA)の作用を受けやすくなることであること
が報告されている｡また､ドミナントネガティブpp2Aを発現させたマウスで
は､リン酸化Tauの発現量が減少していることも報告されている｡
一方､我々は､ nnl-/-マウスが加齢とともに､網膜の萎縮を示すこと､およ
び四肢の反射異常を起こすことを発見していた｡網膜の萎縮は神経変性疾患の
特徴でもある｡これらを考え合わせると､ pinl-KOマウスの脳では､ Tauが過
剰にリン酸化されて､異常構造をとっており､それによって中枢の異常が起こ
っていることが推測された｡
Tauに対するいろいろな抗体を用いてウエスタンプロット解析をしたところ､
68Kに検出されるTauのバンドが､過剰にリン酸化された異常構追(神経原線
維変化)をとっているTauであることが示唆された｡ pinトKOマウスと野生型
マウスの脳のCDKとGSK-3bのキナ-ゼ活性を比較したところ､活性に差は
なかった｡しかし､リン酸化Tauに対する両者のホスフアクーゼ活性は大きく
異なっていた｡これらの事実は､リン酸化Tau-のPinlの結合と､それによる
Tauの構造変化が､リン酸化Tauからの効率的なリン酸の除去に必要であるこ
とを裏付けている(図2)｡ニューロンの細胞質に神経原線維変化が見られた
が､この神経原線維変化が過剰リン酸化変性Tauによるものであることは､変
性Tauに対する抗体標織した金コロイドが繊維に結合することを電子顕微鏡で
も確認したことで示した｡ pinlの発現している場所と神経原線維変化が起きて
いる場所を､それぞれを常識する抗体(抗pinl抗体と神経原線維変化に特異的
な抗リン酸化T a u抗体Ar8)で同時に免疫染色して検討した｡健常人とアル
ツハイマー病患者の海馬と頭頂皮質でのPinlの発現を各々数例ずつ調べたとこ
ろ､海馬でも皮質でも､ nnlの発現量が高い部位では､神経原線維変化をあま
りおこさないで､ Pinlの発現量が低い部位では､逆に､神経原線維変化を起こ
しやすくなる傾向がみられた｡野生型に比べて､ Pinl-/-マウスは､加齢ととも
にその運動能を急速に低下させた｡加齢とともにPinl-/-マウスでは頭頂皮質や
脊髄の前核細胞でのニューロン数が減少することが運動能低下の理申だと考え
られる｡
遺伝子を過剰発現させるのではなくて､特定の遺伝子､ Pinlを欠損させるこ
とでアルツハイマー病に関係する神経原線維変化を起こしたマウスを作成する
ことに成功したのは我々が始めてである｡現在､ pinlとアミロイドとの関連な
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′どについても､このPinl-KOマウスやトランスジェニックマウスなどを用いて
検討している｡今後アルツハイマー病の表現型である学習と記憶についての検
討を行っていく｡
まとめ
Pinlの研究は､癌や中枢を中心にしてさらに発展していくと予想され､ Piれl
欠損マウスやトランスジェニックマウスが､癌や加齢に関係する多様な疾患の
モデル動物になることも期待される｡Pinlの機能を制御する薬剤としては､我々
がすでに報告したものがあるが(3)､さらにこういった研究が進めば､これ
らの疾患の治療や予防にも役立つと期待できる｡また､ Pinlとは別のリン酸化
蛋白質の構造と機鹿を制御する制御因子の発見も今後期待でき､これらの使い
分けがなされていることと推察される｡我々も昨年からNEDOの助成を受けて､
p53やmycのようなリン酸化による制御を受けている転写因子の制御因子の発
見を試みている｡
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図2 ; Pinlはリン酸化Tauが変性して神経原線維変化
をおこすのを防止する｡
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